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Título corto: Anticuerpos anormales contra los carbohidratos propios en pacientes con COVID-19  

RESUMEN 
El SARS-CoV-2 es un virus mortal que está causando la enfermedad pandémica mundial por coronavirus 
2019 (COVID-19).  Nuestro sistema inmunológico juega un papel crítico en la prevención, eliminación y 
tratamiento del virus, pero las respuestas inmunes aberrantes pueden contribuir a los síntomas nocivos y 
la mortalidad.  Se están investigando muchos aspectos de las respuestas inmunitarias al SARS-CoV-2, pero 
se sabe poco sobre las respuestas inmunitarias a los carbohidratos. Dado que la superficie del virus está 
fuertemente glicosilada, los anticuerpos preexistentes contra los glicanos podrían reconocer el virus e 
influir en la progresión de la enfermedad. Además, las respuestas de anticuerpos a los carbohidratos 
podrían ser inducidas, afectando la gravedad de la enfermedad y el resultado clínico.  En este estudio, 
utilizamos un microarray de antígeno carbohidratado con más de 800 componentes individuales para 
perfilar anticuerpos antiglicano séricos en pacientes con COVID-19 y sujetos de control sanos. En pacientes 
con COVID-19, observamos anticuerpos IgG e IgM anormalmente altos contra numerosos autoglicanos, 
incluidos  gangliósidos, glicanos ligados a N, glicanos que contienen LacNAc, grupo sanguíneo H y sialyl 
Lewis X. Se sabe que algunos de estos anticuerpos antiglicano desempeñan funciones en enfermedades 
autoinmunes y trastornos neurológicos, lo que puede ayudar a explicar algunos de los síntomas únicos y 
prolongados observados en pacientes con COVID-19.  La detección de anticuerpos contra los autoglicanos 
tiene implicaciones importantes para el uso de suero convaleciente para tratar a los pacientes, el 
desarrollo de vacunas seguras y efectivas contra el SARS-CoV-2 y la comprensión de los riesgos de 
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infección. Además, este estudio proporciona una nueva visión de las respuestas inmunes al SARS-CoV-2 e 
ilustra la importancia de incluir antígenos de carbohidratos virales y del huésped al estudiar las respuestas 
inmunes a los virus.  
   
Introducción  

COVID-19 es una enfermedad respiratoria causada por el coronavirus 2 del síndrome respiratorio 
agudo severo (SARS-CoV-2). En menos de un año, este virus ha causado más de 1 millón de muertes en 
todo el mundo y se ha convertido en la tercera causa de muerte en los Estados Unidos. 1  Más allá del 
grave impacto en la salud humana, el SARSCoV-2 ha causado importantes trastornos en muchos aspectos 
de la vida, incluida la economía, la educación, los viajes y la vida personal. Como resultado, se está llevando 
a cabo un esfuerzo mundial sin precedentes para desarrollar métodos efectivos para prevenir y tratar la 
COVID-19. Debido a que se trata de un virus infeccioso nuevo y emergente, falta gran parte del 
conocimiento fundamental que proporciona la base para el desarrollo de vacunas y agentes terapéuticos, 
así como para tomar decisiones informadas de salud pública. Por lo tanto, existe una necesidad urgente 
de mejorar nuestra comprensión básica de cómo funciona el virus, por qué causa resultados graves de la 
enfermedad y cómo podemos intervenir para proteger la vida humana. 

Uno de los aspectos más desconcertantes de la enfermedad es que puede causar una gran 
cantidad de síntomas además de dificultad respiratoria, que a menudo involucran múltiples órganos 
aparte de los pulmones. Por ejemplo, los pacientes con COVID19 pueden sufrir una variedad de síntomas 
neurológicos, que incluyen encefalopatía, psicosis, síndrome neurocognitivo y dolor de cabeza. 2-5  Más 
allá de afectar las funciones neurológicas, también se ha informado que las infecciones por SARS-CoV-2 
afectan a los sistemas cardiovascular y gastrointestinal. 6-9  Un problema especialmente preocupante es 
que algunos síntomas pueden durar meses más allá de la infección primaria, incluso en ausencia de virus 
detectables. 10-12  Esto no está claro por qué algunos pacientes, a menudo denominados "transportistas 
de larga distancia",  tienen efectos prolongados. En términos más generales, los mecanismos específicos 
que conducen a síntomas dispares y daño en múltiples órganos no se entiende.   

Nuestro sistema inmunológico desempeña un papel fundamental en la prevención, eliminación y 
tratamiento del SARS-CoV-2. Por lo tanto, comprender las respuestas inmunes del huésped al SARS-CoV-
2 es esencial para desarrollar terapias y vacunas efectivas para controlar esta pandemia. Si bien la 
respuesta inmune puede involucrar muchos elementos de los brazos innatos y adaptativos del sistema 
inmune, las respuestas de anticuerpos son una de las características más importantes. La mayoría de los 
pacientes desarrollan una respuesta robusta de anticuerpos al virus, y la presencia de estos anticuerpos 
se puede utilizar como un indicador de infección reciente. 13-15  La presencia de anticuerpos neutralizantes 
en pacientes en recuperación también se ha aprovechado para el tratamiento de nuevas infecciones 
mediante la administración de suero convaleciente. 16-19 Los anticuerpos monoclonales neutralizantes  
aislados de pacientes o identificados mediante técnicas in vitro se encuentran actualmente en ensayos 
clínicos para el tratamiento de la COVID-19. 20-22  Además, la generación de una respuesta vigorosa de 
anticuerpos es un objetivo clave para el desarrollo de una vacuna eficaz.  Por estas razones, una 
comprensión profunda de las respuestas de anticuerpos al SARS-CoV-2, así como a las vacunas, es vital 
para estos objetivos.  

Si bien a menudo son beneficiosas, las respuestas inmunes demasiado agresivas y / o aberrantes 
también pueden ser dañinas en pacientes conCOVID-19. 23-25  Por ejemplo, la inflamación excesiva se ha 
asociado con efectos respiratorios graves y síntomas perjudiciales. 26, 27  El conocimiento de este problema 
ha llevado al uso de agentes antiinflamatorios, como la dexametasona, para reducir significativamente la 
mortalidad en pacientes con COVID-19. 28 La  evidencia emergente indica que el SARS-CoV-2 también puede 
inducir autoanticuerpos. Por ejemplo, se han identificado autoanticuerpos en niños que han tenido 
previamente COVID-19 y han recaído  con síndrome multiinflamatorio. 29  Otros estudios han demostrado 
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autoanticuerpos contra una variedad de proteínas en pacientes adultos con síntomas graves de COVID-19 
o síntomas neurológicos. 30-32  También se han observado autoanticuerpos contra ciertos gangliósidos en 
un subconjunto de pacientes con COVID-19 con síntomas relacionados con el síndrome de Guillain-Barré 
(GBS). 33, 34  Por último, ciertas respuestas de anticuerpos en realidad pueden mejorar la infección,35  pero 
los mecanismos de mejora dependiente de anticuerpos no se comprenden bien. Por estas razones, 
estudiar la respuesta inmune del huésped, especialmente la respuesta de anticuerpos, también es 
fundamental para comprender las complicaciones que pueden surgir de una respuesta inmune demasiado 
agresiva y para desarrollar intervenciones para eludir estos problemas.   
Numerosos nuevos grupos han estado estudiando las respuestas inmunes al SARS-CoV-2, y una gran 
cantidad de la información está surgiendo. 23-25, 29, 30, 32, 36-44  Aunque se están descubriendo las funciones 
de varias células, citoquinas y anticuerpos contra las proteínas, se sabe relativamente poco sobre las 
respuestas inmunes a los carbohidratos. Algunos informes recientes  han demostrado una pequeña 
correlación con el tipo de sangre ABO y la susceptibilidad a COVID-19, y este efecto puede involucrar 
anticuerpos séricos preexistentes contra los carbohidratos del grupo sanguíneo A (BG-A) y / o del grupo 
sanguíneo B (BG-B). 36-39 Otro estudio reciente informó de una relación inversa entre la gravedad de la 
enfermedad COVID-19 y los anticuerpos séricosanti-α-Gal. 45  α-Gal es un glicano no humano, y los 
anticuerpos naturales contra este epítopo de glicano pueden ser parte de la respuesta protectora a los 
virus patógenos, bacterias y parásitos que contienen este glicano. 45-48  Además de estos estudios sobre 
anticuerpos antihidratos de carbono séricos, varios estudios han demostrado que la proteína espiga del 
SARS-CoV-2 está fuertemente glicosilada. 49-54  El mapeo de glicosilación de las subunidades de la 
proteína espiga reveló una variedad  de glicanos ligados a O y  N, incluida la alta manosa. 50  Estos 
glicanos pueden ser reconocidos por 2G12, un anticuerpo que se dirige a los glicanos de manosa alta en 
gp120 del VIH. 55  En conjunto, estos estudios sugieren que los glicanos y los anticuerpos antiglicanos 
pueden desempeñar un papel importante en la prevención, el tratamiento y la gravedad de la COVID-
19.   

Para comprender mejor las funciones de los glicanos en la respuesta inmune al SARS-CoV-2, 
comparamos los repertorios séricos de anticuerpos igG e IgM antiglicanos de 40 pacientes con COVID-19 
con 20 sujetos de control no infectados. Para monitorear una variedad grande y diversa de poblaciones 
de anticuerpos, perfilamos cada muestra de suero utilizando un micro radiografia de antígeno de 
carbohidratos con más de 800 componentes. Estos estudios revelaron que los pacientes con COVID-19 
tenían diferencias sustanciales  en los anticuerpos antiglicanos, incluidos los anticuerpos inusuales contra 
una variedad de autoglicanos. 
  

Resultados 

Diseño del estudio 

En el estudio se utilizó suero de 40 pacientes infectados por SARS-CoV-2 y 20 individuos no 
infectados. Todas las muestras de suero de control se recogieron antes de diciembre de 2019, cuando 
comenzó el brote de SARS-CoV2. Hubo 20 individuos masculinos y 20 femeninos en la cohorte COVID-19, 
y hubo 13 individuos masculinos y 7 femeninos en el grupo de control. Todos los pacientes de la cohorte 
COVID-19 tuvieron una prueba de anticuerpos positiva para IgG, IgM o ambas al dominio de unión al 
receptor de proteína espiga utilizando un ELISA indirecto. Todos los pacientes eran sintomáticos, perolos 
detalles sobre los síntomas específicos y los resultados d no estaban disponibles en el momento de este 
estudio. La edad promedio de los pacientes infectados con SARS-CoV-2 fue de 64 años, con un rango de 
edad de 41-92 años. Los individuos de control no infectados tenían una edad promedio de 40 años, con 
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un rango de edad de 18 a 65 años. Esta diferencia de edad entre el grupo de control y el grupo positivo de 
COVID-19 puede tener cierta influencia en los resultados (ver más abajo). 

Para evaluar los repertorios anti-glicanos de pacientes con COVID-19, se perfiló IgG e IgM a partir 
de muestras de suero en una micro radiografia  de carbohidratos que contiene 816 componentes. El 
microarray incluía una colección diversa de glicanos ligados a N y  O, glicolípidos, glicopéptidos, glicanos 
bacterianos y fúngicos, y algunas glicoproteínas naturales. Este conjunto de glicanos permite la rápida 
proliferación de una amplia gama de poblaciones de anticuerpos antiglicanos en suero, incluidos los de 
antígenos extraños y autoantígenos. 
Las señales de anticuerpos de cada paciente con COVID-19 se compararon con el conjunto de control para 
identificar señales inusuales.   

  

Los perfiles globales revelan señales de IgM significativamente más bajas en pacientes positivos para 
sars-CoV-2  

Comenzamos evaluando las señales generales de anticuerpos en toda la matriz para evaluar las 
diferencias globales en los niveles de anticuerpos en las muestras de pacientes de control y COVID-19 y 
para proporcionar un contexto paralas diferencias individuales. Medimos las señales medias de IgG e IgM 
de todos los componentes de la matriz para cada cohorte de muestras  
(Figura 1). Para casi todos los glicanos, excepto algunos detallados a continuación, las señales medias de 
IgM a los glicanos fueron de 2 a 4 veces más bajas en los pacientes con SARS-CoV-2 positivo en 
comparación con los controles, mientras que las señales medias de IgG totales fueron similares. En toda 
la matriz, las señales promedio de IgM en el grupo de control fueron 2.3 veces más altas que las de los 
pacientes con COVID-19. Para determinar si este efecto fue específico dela IgM que se une a los 
carbohidratos o debido a las diferencias en los niveles séricos totales de IgM, se midió la IgM total en todas 
las muestras. La IgM total promedio en las muestras de pacientes con COVID-19 fue un 30% menor que la 
IgM total promedio en las muestras de control (Figura suplementaria S1). Por lo tanto, las diferentes 
necesiten en igM total solo explican parcialmente las señales de IgM sustancialmente más bajas 
observadas en la matriz en pacientes positivos para SARS-CoV-2. Anteriormente hemos observado 
grandes disminuciones en la IgM de unión a carbohidratos con el aumento de la edad. 56  Por lo tanto, es 
probable que las diferencias en las edades medias de cada población de la muestra también contribuyan.   
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Figura 1: Señales promedio de anticuerpos IgG e IgM para todos los glicanos.  Diagramas de caja y bigotes de las 
señales promedio (base logarítrica 2) a todos los componentes de la matriz para anticuerpos IgG e IgM de muestras 
de suero de control y COVID-19. 

  

IgG inusualmente alta a glicolípidos en pacientes positivos para SARS-CoV-2  

Una diferencia notable entre las muestras de suero de pacientes con COVID-19 y los controles 
sanos fueron los anticuerpos inusualmente altos contra los glicolípidos glicolícanos (ver Figura 2 y Figura 
suplementaria S2). Inusualmente alto se definió como una señal que era mayor que 6 desviaciones 
estándar por encima del mean del grupo de control y mayor de10 veces por encima del valor mínimo para 
nuestro ensayo.  Si bien es muy poco común en individuos sanos, los anticuerpos antiglicolípidos a menudo 
se encuentran en poblaciones que tienen enfermedades autoinmunes y otras disfunciones del sistema 
nervioso. 57  Por ejemplo, los anticuerpos contra asialo-GM1, GM1a, GD1a y GD1b se observan con 
frecuencia en pacientes con síndrome de Guillain-Barré (SGB). Observamos anticuerpos inusualmente 
altos contra los glicanos de GBS en el 15% de los pacientes (Figura 2A). Se observaron señales aún mayores 
en varios otros glicolípidos no asociados con GBS, como GD3, fucosil-GM1, GM2 y GM3 (ver Figura 2B). 
Las señales de anticuerpos más grandes para GD3 y fucosil-GM1 en pacientes con COVID-19 fueron >35 
veces más altas que las señales más grandes en el grupo de control. Aunque los humanos no biosintetizan 
Neu5Gc, se puede obtener a través de fuentes dietéticas e incorporarse a los glicanos de la superficie 
celular; 58  por lo tanto, hemos incluido la variante Neu5Gc de GD2 [#505; GD2 (Gc/Gc)] con este grupo 
(ver Figura 2B). Al considerar todos los  glicolípidos (GBS y no GBS), 14 pacientes (35%) tenían anticuerpos 
altos contra al menos un glicolípido.  Las señales de anticuerpos a los gangliósidos no se correlacionaron 
con los títulos de IgG a la proteína espiga.   
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Figura 2. Señales altas de anticuerpos para seleccionar glicanos gangliósidos en suero de pacientes con COVID-19. 
Gráficos de violín que muestran señales altas de IgG a varios gangliósidos / glicolípidos para pacientes con COVID-19 
versus sujetos de control, con cada punto representando datos de un paciente individual:  A)  Gangliósido  asociado 

al síndrome de Guillain-Barré (GBS) y B)  otros gangliósidos / glicolípidos. Ver Figura 6 para pacientes con señales a 

múltiples glicanos. Las estructuras de glicanos se crearon utilizando Gliglifo. 59 
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Señales de anticuerpos séricos inusualmente altas para oligomanosa y otros glicanos ligados a N 
enpacientes positivos para SARS-CoV-2  

Además de los anticuerpos contra los glicolípidos, también observamos señales de IgG 
inusualmente grandes a glicanos ligados a Ny fragmentos de oligomanosa de ciertos glicanos ligados a 
N(ver Figura 3, Figura 4, Figura suplementaria S3 y S4). Los glicanos ligados a  N son abundantes en el 
cuerpo humano, y también cubren las proteínas espiga del SARS-CoV-2.  Nuestra matriz contiene 
aproximadamente 30 glicanos diferentes ligados a N, incluidos glicanos  N de alta manosa, complejos e 
híbridos. En general, hubo muy pocas o ninguna señal mesurable para los glicanos ligados a N en el grupo 
de control. En contraste, hubo una variedad de señales de anticuerpos séricos notablemente altas a varios 
glicanos ligados a N en los pacientes positivos para SARS-CoV-2 (ver Figura 3 y Figura S3). Las señales IgG 
más grandes e inusuales fueron a NGA4, un complejo tetraantenario N-glicano con la siguiente secuencia: 
GlcNAcβ1-2(GlcNAcβ1-6)Manα1-6[GlcNAcβ1-2(GlcNAcβ1-4)Manα1-3]Manβ14GlcNAcβ.  Cuatro 
pacientes tenían anticuerpos altos contra NGA4, y la mayor señal contra NGA4 en el COVID-19 

el grupo fue más de 40 veces mayor que la señal más grande en el grupo de control.  
Curiosamente, solo un paciente tenía altas señales de anticuerpos al correspondiente riantenario N-
glicano, NGA3 (GlcNAcβ1-2Manα16[GlcNAcβ1-2(GlcNAcβ1-4)Manα1-3]Manβ1-4GlcNAc), y ninguno tenía 
señales altas para el N glicano bicatenario  NGA2 (GlcNAcβ1-2Manα 1-6(GlcNAc  β1-2Manα1-3)Manβ1-
4GlcNAc). Además, no se observaron señales altas de IgG para NGA3B (GlcNAcβ1-2Manα1-6[GlcNAcβ1-
2(GlcNAcβ1-4)Manα1-3](GlcNAcβ14)Manβ1-4GlcNAc). Estos resultados indican una respuesta específica 
a NGA4 y NGA3, en lugar de una respuesta inespecífica o polirreactiva. Además de NGA4, varios pacientes 
tenían señales altas de IgG a Man6-I, una manosa alta  N-glicano con la secuencia: Manα1-6(Manα1-
3)Manα1-6(Manα1-2Manα1-3)Man. También es de destacar que un paciente mostró una señal de IgG 
inusualmente alta a dos N-glicanos si alquilados bicatenarios:   "A2 (a2-3)" con la secuencia Neu5Acα2-
3Galβ1-4GlcNAcβ1-2Myα1-6(Neu5Acα2-3Galβ1-4GlcNAcβ1- 
2Manα1-3)Manβ1-4GlcNAcβ,y  "A2 (a2-6)" con la secuencia Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAcβ1-
2Manα16(Neu5Acα2-6Galβ1-4GlcNAcβ1-2Manα1-3)Manβ1-4GlcNAcβ  . En general, el 17,5% de los 
pacientes con COVID-19 tenían señales altas de IgG a 1 o más glicanos ligados a N y el 10% tenían señales 
altas de IgG a 2 o más glicanos ligados a  N.  También se observaron señales anormalmente altas a los 
glicanos ligados a Npara IgM, como anticuerpos contra A2 (a2-6), Man6-I y Man9 (ver Figura 3B).  La 
mayoría de los pacientescon igM a  N-glicano saltos eran distintos de los pacientes que tenían igG a  N-
glicano saltos; sólo tres pacientes tenían IgG alta y igM alta a N-glicanos.  Las señales altas de anticuerpos 
contra los N-glicanos son especialmente notables dado que las señales totales de IgM e IgM a la gran 
mayoría de los otros glicanos fueron más bajas para los pacientes con COVID-19. Ni las señales de IgG ni 
IgM a los glicanos ligados a N se correlacionaron con títulos a la proteína espiga. 

También observamos señales de IgG anormalmente altas para una variedad de glicanos 
oligomanosa (ver Figura 4 y Figura S4). Estos glicanos son subestructuras o fragmentos de varios glicanos 
ligados a N. Las señales de IgG para estos glicanos son típicamente bajas en sujetos sanos y fueron bajas 
en nuestro grupo de control. Ciertos pacientes, sin embargo, tenían señales muy altas a  estos glicanos. 
Las señales más grandes fueron a los glicanos oligomanosa que contenían un Manα1-2Manαsecuencia1-
3Manα1-6, pero también se observaron señales altas a varias otras variantes. En general, el 52,5% de los 
pacientes con COVID-19 tenían señales altas a 1 o más fragmentos de oligomanosa,y 
El 37,5% tenía señales altas a 2 o más fragmentos de oligommanosa. Hubo una asociación positiva de 
una mayor señal de IgG para los fragmentos de oligomanosa con la edad. No se observó correlación con 
los títulos de IgG con la proteína espiga. Para las señales de anticuerpos IgM, solo hubo pequeñas 
diferencias para los fragmentos de oligomanosa.   
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Figura 3. Señales altas de IgG e IgM para seleccionar glicanos ligados a N en suero de pacientes con COVID-19. A) 

Los gráficos  muestran varias    señales de IgG alta para seleccionar componentes de la matriz de glicanos ligados 

a N para el suero de pacientes con COVID-19 en comparación con las señales basales observadas en el suero de 

donantes de control, y cada punto representa los datos de un paciente individual.  B) Las gráficas muestran  varias 

señales de IgM alta para seleccionar componentes de matriz de glicanos ligados a N para el suero de pacientes con 
COVID-19 en comparación con las señales de referencia observadas en el suero de donantes de control. Consulte 
Clave de símbolo en la Figura 1. Vea la Figura 6 para pacientes con señales a múltiples. Las estructuras de glicanos se 
crearon utilizando Gliglifo. 59 

  

  

Figura 4. Señales de IgG alta para seleccionar fragmentos de oligomanosa en suero de pacientes con COVID-19. 
Los gráficos de muestran varias señales de IgG alta para seleccionar componentes de la matriz de glicanos 
oligomanosos para pacientes con COVID-19 en suero en comparación con las señales basales observadas en el suero 
de donantes de control, y cada punto representa los datos de un paciente individual. Consulte Clave de símbolo en 
la Figura 1. Ver Figura 6 para pacientes con señales a múltiples glicanos. Estructuras de glicanos creadas con 
Glicoglifo. 59 
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Señales de anticuerpos IgM séricos inusualmente altos para LacNAc y otros autoglicanos en pacientes 
positivos para SARS-CoV-2  

Una estructura común de carbohidratos que se encuentra en muchos glicanos ligados a  N,glicanos 
ligados a O y glicolípidos es la N-acetilactosamina (LacNAc;  Galβ1-4GlcNAc). 60  LacNAc es abundante en 
humanos y muchos otros organismos y puede estar presente como una  sola  unidad, como un oligómero 
de varias unidades, o como repeticiones poli LacNAc más largas. Debido a que LacNAc es abundante en 
humanos ,se considera un glicano "propio". Varios pacientes con COVID19 mostraron señales de IgM 
marcadamente altas a LNnO, un glicano que contiene 3 unidades de LacNAc unidas a un residuo de 
galactosa (Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal). La IgM alta a este glicano en 
pacientes con COVID-19 es especialmente notable dado que la IgM total y la IgM a la mayoría de los otros 
glicanos fueron mucho más bajas en pacientes con COVID-19. Además, un paciente también tenía una 
gran señal de IgG a este glicano (Figura 5). Esta señal fue más de 150  veces mayor que la señal más grande 
a LNnO en el grupo de control.  Se detectaron pocas o ninguna señal medible en nuestro grupo de control 
para IgG o IgM. También se detectaron algunas diferencias para LacNAc y LNnT (Galβ1-4GlcNAcβ1-3Gal) 
(ver Figura 5A y S figura suplementaria S5A). Las señales de anticuerpos a los derivados de LacNAc no se 
correlacionaron con los títulos de la proteína espiga.  
 Otros autoglicanos también mostraron altas señales de IgG en pacientes con COVID-19 en comparación 
con el conjunto de muestras de control. Estos glicanos incluían BG-H1(Fucα1-2Galβ1-3GlcNAcβ)y Sialyl 
Lewis X  
(Neu5Acα2-3Galβ1-4[Fucα1-3)GlcNAc) (ver Figura 5B y Figura Suplementaria S5B). 
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Figura 5. Señales altas de anticuerpos a los autoglicanos en el suero de pacientes con COVID-19. Los gráficos  

muestran altas señales de IgM e IgG en pacientes con COVID-19 en relación con los donantes de control, y cada 

punto representa los datos de un paciente individual:  A)  anticuerpos contra los derivados de LacNAc LnNO, LacNAc, 
LNnT y componentes de la matriz de glicanos de sialil LnNT,    B)  anticuerpos contra otros componentes de la matriz 
de autoglicanos (BG-H1 y Sialyl LeX). Consulte Clave de símbolo en la Figura 1. Ver Figura 6 para pacientes con señales 
a múltiples glicanos. Las estructuras de glicanos se crearon utilizando Gliglifo. 59 
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Muchos pacientes poseen anticuerpos contra múltiples autoglicanos  

La mayoría de los gangliósidos, glicanos ligados a N, glicanos oligomanosos y LNnO discutidos en 
secciones anteriores se encuentran en humanos y se consideran glicanos " propios  ".  Para determinar si 
las señales anormales de anticuerpos contra estos glicanos se extendieron entre los pacientes ose 
centraron en un pequeño subconjunto, visualizamos los datos en un mapa de calor.  Dado que las señales 
abarcan un amplio rango de valores, optamos por categorizar las señales en relación con el grupo de 
control para cada componente de glicano. Las señales en el mapa de calor representan valores que son 
mayores que 6 desviaciones estándar por encima de la media y 10 veces mayores que nuestro valor de 
piso. Como se puede ver en la Figura 6, ciertos pacientes tenían anticuerpos altos contra múltiples tipos 
de autoglicanos, mientras que otros no tenían anticuerpos contra ninguno de los autoglicanos.  De los 7 
pacientes que tenían anticuerpos altos contra al menos un glicano ligado a N,5 también tenían anticuerpos 
altos contra uno o más gangliósidos.    

  

Figura 6. Señales de IgG de control y muestras de suero COVID-19. Cada fila representa un paciente, cada columna 
representa un glicano. Las filas se agrupan por tipo de paciente, las columnas se agrupan por familias de glicanos. 
Las cajas de color azul oscuro representan señales que son inusualmente altas (es decir, al menos 6 desviaciones 

estándar por encima de la media del grupo control y al menos 10 veces más altas que el valor de RFU de piso para 

nuestro ensayo). Los cuadros blancos representan señales que están por debajo de ese umbral.  

  

  
  

IgG inferior a Sialyl Lewis C, Lewis C y GN-Lewis C  

Si bien hubo muchas familias de glicanos que tenían señales altas de IgG entre las muestras de 
pacientes con COVID-19, hubo señales de IgG más bajas para Sialyl Lewis C y Lewis C, y glicanos GN-Lewis 
C (Figura 7 y Figura S6). Como se puede ver en los gráficos de violín en la Figura 7, los promedios más bajos 
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para la cohorte COVID-19 fueron impulsados en gran medida por un subconjunto de pacientes con señales 
muy bajas para estos glicanos.  

  

Figura 4. Distribución de señales IgG a derivados de Lewis C. Los gráficos muestran diferencias en la distribución de 

las señales de IgG Lewis C y los componentes de la matriz de glicanos de Sialyl Lewis C para el suero de pacientes 

con COVID-19 en comparación con las señales observadas en el suero de donantes de control, y cada punto 
representa los datos de un paciente individual. Consulte Clave de símbolo en la Figura 1. Las estructuras de glicanos 
se crearon utilizando Gliglifo. 59 

  

IgG más alta pero igM más baja a alfa-Gal y otros glicanos no humanos  

Un estudio previo de Urra et al. informó una correlación inversa para los anticuerpos IgG e IgM 
contra alfaGal[Galα1-3Galβ1-3 (4) GlcNAc] y la gravedad de la enfermedad COVID-19; aquellos con la 
salida más grave tenían los niveles más bajos de anticuerpos α-Gal. 45  En su estudio, los pacientes con 
COVID-19 como grupo tenían niveles de anticuerpos más bajos que los sujetos sanos. Por el contrario, 
nuestros resultados demostraron una mayor media general  αanticuerpos IgG -Gal (Figura 8 y Figura S7). 
Si bien se detectaron señales más bajas de anticuerpos IgM a  α  -Gal en muestras de COVID-19, esto 
podría deberse a los niveles generales más bajos de IgM observados en casi todos los anticuerpos de 
glicanos. 

Las señales de IgG a otros glicanos no humanos, como la α-ramnosa, un péptido modificado con 
galactosa, un oligosacárido del antígeno d Forssman, también fueron más altas en pacientes con COVID-
19 que en los controles (Figura 8 y Figura S7). Las señales promedio para los pacientes con COVID-19 para 
los componentes de la matriz de manosa α fueron 1.9-2.5 veces más altas que la señal promedio para las   
muestras de control. Las señales promedio para los pacientes con COVID-19 fueron 1.5-3.7 veces más altas 
para los diversos componentes de la matriz α-Gal en comparación con la señal de control promedio. La 
señal promedio para las patentes de COVID-19 a los antígenos de Forssman fue 1.5-4.4 veces más alta que 
las muestras de control. En el caso del péptido modificado con galactosa, nueve pacientes con COVID-19 
tenían señales inusualmente altas en comparación con las muestras de control. No se observaron 
diferencias en las señales de IgM para estos glicanos.   
  

https://doi.org/10.1101/2020.10.15.341479


bioRxiv preimpresión doi: https://doi.org/10.1101/2020.10.15.341479      ; esta versión publicada el 16 de octubre de 2020. El titular de los derechos de 
autor de esta preimpresión (que no fue certificada por revisión por pares) es el autor / financiador. Este artículo es un trabajo del gobierno de los Estados 

Unidos. No está sujeto a derechos de autor bajo 17 USC 105 y también está disponible para su uso bajo una licencia CC0.  

14  

  

  

Figura 8. Señales altas de anticuerpos para seleccionar glicanos no humanos en suero de pacientes con COVID-19. 
Los gráficos muestran altas señales de IgG a  α-Gal,  α-ramnosa, Forssman y Ac-S-S (Galα)-S-S-G componentes de la 

matriz de glicanos no humanos para el suero de pacientes con COVID-19 en comparación con los iguales basales 

observados en el suero de donantes de control, con cada punto representando datos de un paciente individual. 
Consulte Clave de símbolo en la Figura 1. Las estructuras de glicanos se crearon utilizando Gliglifo. 59 

  

IgG e IgM a antígenos del grupo sanguíneo  

Ha habido varios estudios que han demostrado una correlación entre el tipo de sangre y la tasa 
de infección por COVID19. 36-39  En particular, las personas con el tipo de sangre A tienen una tasa de 
infección ligeramente más alta que las personas con el tipo de sangre O. Dado que los anticuerpos séricos 
contra los antígenos del grupo sanguíneo están altamente correlacionados con el tipo de sangre, a 
continuación examinamos esta familia de anticuerpos. Según los informes de que los individuos del tipo A 
de sangre tienen tasas de infección más altas, podríamos esperar ver señales de anticuerpos más bajas 
para los antígenos del grupo sanguíneo A. En cambio, nuestros resultados mostraron anticuerpos IgG más 
altos contra los antígenos trisacáridos del grupo sanguíneo A y B (Figura 9). Otras variantes de los grupos 
sanguíneos A y B mostraron tendencias similares (ver Información de apoyo, Figura S8). Debido a la 
naturaleza relativamente pequeña de nuestro tamaño de muestra y la información incompleta del 
paciente sobre el tipo de sangre, este nivel más alto de anticuerpos IgG para los grupos sanguíneos A y B 
podría ser un efecto aleatorio.   
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Figura 9. Distribución de señales de IgG a antígenos del grupo sanguíneo. Los gráficos muestran  una distribución 
de señales igG más altas para seleccionar componentes de la matriz de glicanos del grupo sanguíneo A y B para el 
suero de pacientes con COVID-19 en comparación con las señales observadas desde el suero del donante de control, 

y cada punto representa los datos de una paciente individual. Ver Clave de símbolo en la Figura 1. Las estructuras 

de glicanos se crearon utilizando Gliglifo. 59 

  

Los anticuerpos contra los glicanos ligados a N se unen a la proteína espiga del 
SARS-CoV-2 

Los resultados del perfilado de las muestras de suero en la matriz de glicanos 
nos llevaron a probar varios mAbs para la unión a ambas subunidades y al dominio 
de unión al receptor (RBD) de la proteína espiga del SARS-CoV-2. Elegimos probar 
anticuerpos que se sabe que se unen a glicanos oligomanosa y A2 ya que 
observamos señales inusualmente altas para estos anticuerpos durante la 
proliferación de la matriz y algunos anticuerpos monoclonales a estos glicanos 
estaban disponibles. Varios mAbs anti-VIH que se unen a oligomanosa (PGT126 y 
PGT128) o A2 (PGT121) se ajustan a esta categoría y se probaron utilizando un 
ensayo ELISA con subunidades S1, S1 RBD y S2 de proteína espiga del SARS-CoV-2  
en la placa (ver Figura 10). PGT128 mostró la mayor unión a las tres construcciones 
de proteínas espiga que se probaron con valores aparentes de KD de mejor ajuste 
de 52, 47 y 57 μg / ml (S1, S1 RBD y S2, respectivamente). Tanto PGT126 como 
PGT121 también  se unen a las tres construcciones de proteínas espiga, aunque 
con una afinidad más débil. Por lo tanto, al menos algunos anticuerpos contra los 
N-glicanos tienen el potencial de reconocer los glicanos a medida que se 
presentan en la proteína espiga. Ninguno de los anticuerpos demostró actividad 
de neutralización (ver Información de apoyo, Figura S9). 
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Figura 10. Unión de los mAbs del VIH a fragmentos de proteína espiga del SARS-CoV-2. Curva de dilución ELISA para  
la unión de los mAbs del VIH PGT128, PGT126 y PGT121 a la subunidad S1 de la proteína espiga del SARS-CoV-2, el 
dominio de unión al receptor S1 y la subunidad S2. Los datos se muestran como media de 2 réplicas con barras 

de error que muestran SEM. 

  

Discusión 

Comprender las respuestas inmunitarias a la infección por SARS-CoV-2 es fundamental para 
prevenir y tratar la enfermedad. Por ejemplo, el SARS-CoV-2 puede desencadenar una respuesta inmune 
demasiado agresiva que conduce a un daño excesivo al paciente, y descubrir este problema ha llevado al 
uso del agente antiinflamatorio dexametasona como un tratamiento efectivo para COVID-19. 28  Si bien 
hay información considerable al ser reportados sobre diversos aspectos de la respuesta,13, 23-25, 43, 44, 61 
como cambios en las poblaciones de células inmunes, producción de citoquinas y anticuerpos contra las 
proteínas, se sabe muy poco sobre la respuesta inmune a los carbohidratos.  Dado que la superficie del 
virus está fuertemente glicosilada, se podrían desencadenar49-51  respuestas a los glicanos, lo que 
contribuye a muchos aspectos de la enfermedad. Además, los anticuerpos preexistentes contra los 
glicanos podrían reconocer potencialmente el virus encubierto en la progresión de la enfermedad. Para 
abordar estas posibilidades, utilizamos  microradiografia de antígeno de carbohidratos grande para 
perfilar los repertorios séricos de anticuerpos IgG e IgM antiglicano en pacientes con COVID-19 versus 
sujetos de control.   

Las diferencias más distintivas y notables en los pacientes con COVID-19 en relación con los sujetos 
de control fueron anticuerpos inusualmente altos contra numerosos carbohidratos propios, incluidos 
gangliósidos, glicanos ligados a N, derivados de LacNAc (LNnO), grupo sanguíneo H1 y sialyl Lewis X.  En 
muchos casos, las señales de anticuerpos observadas en pacientes con COVID-19 fueron más de 20 veces 
más altas que la señal más grande en el grupo de control. En el caso de LNnO, la mayor señal de paciente 
con COVID-19 fue 154 veces mayor que la señal de control más alta para ese glicano.  Los anti-anticuerpos 
a un pequeño subconjunto de gangliósidos se han reportado previamente en varios pacientes con COVID-
19. 33, 62,  63  Nuestro estudio proporciona más apoyo a esas observaciones y descubre anticuerpos contra 
una variedad mucho mayor de gangliósidos / glicolípidos delo que se informó anteriormente. Además de 
estos, también informamos muchos anticuerpos anormalmente altos contra los glicanos ligados a N, 
LNnO, grupo sanguíneo H1 y sialyl Lewis X, que no se han informado previamente en pacientes con COVID-
19. Tomados en conjunto, nuestros resultados demuestran una respuesta más extensa a los autoglicanos 
en una proporción mucho mayor de Pacientes con COVID-19 de lo que se conocía anteriormente.  

Varias líneas de evidencia indican que los anticuerpos anti-glicanos altos a los auto-glicanos 
observados en pacientes con COVID-19 son únicos y específicos para la infección. Hemos investigado 
repertorios de anticuerpos anti-glicanos en numerosas muestras de suero humano anteriormente, 
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incluyendo más de 200 sujetos sanos y más de 100 pacientes con cáncer antes y después del tratamiento 
con varias vacunas de cáncer. 56, 64-68  Según nuestro trabajo previo, los anticuerpos anormalmente altos 
contra los gangliósidos humanos, los glicanos ligados a N y otros autoglicanos son poco comunes. Por 
ejemplo, no observamos anticuerpos altos contra estos glicanos en n= 100 pacientes con cáncer antes o 
despues de una vacunación con una vacuna viva atenuada basada en poxvirus (PROSTVAC-VF),64, 65  
indicando que no se deben a un efecto general de la enfermedad o un efecto no específico de la infección 
viral. Algunos casos en los que hemos observado anticuerpos altos contra algunos delos glicanos son 
pacientes infectados por el VIH 
(anticuerpos contra Man9, GT2 y GT3) 66  y pacientes con cáncer inmunizados con una vacuna contra el 
cáncer de células enteras (anticuerpos contra GM2, GM3, Gb5 y sialyl Lewis X). 67  En estos casos, los 
anticuerpos contra los autoglicanos estaban presentes en pocos pacientes de urgencias y en menos 
glicanos que los observados en pacientes con COVID-19. En estudios anteriores, encontramos que los 
niveles séricos de IgG e IgM para casi todos los glicanos en nuestra matriz son estables en marcos de 
tiempo de hasta 3 años,66, 68,  lo que indica que las señales altas en pacientes con certeza no se deben 
simplemente a una alta variabilidad o fluctuaciones aleatorias a lo largo del tiempo. Por último, nuestros 
estudios previos en sujetos sanos de diferentes edades indican que estas poblaciones altas en anticuerpos 
no se deben simplemente al aumento de la edad. 56 

Los anticuerpos contra los autoglicanos podrían ocurrir a través de varios mecanismos posibles. 
Se sabe que los anticuerpos contra los autoglicanos pueden ser inducidos durante ciertas infecciones 
virales y bacterianas.  Por ejemplo, se han reportado autoanticuerpos contra los glicanos después de 
infecciones con  C. jejuni,  M. pneumoniae,  H. influenzae,citomegalovirus, virus de Epstein-Barr, virus Zika, 
chikungunya y VIH. 69-76  Un mecanismo para la inducción implica el mimetismo molecular. Ciertos 
patógenos producen glicanos que son similares a los glicanos humanos. Debido a la similitud en la 
estructura ,estos glicanos pueden desencadenar autoanticuerpos.  Otra vía para la inducción de 
anticuerpos contra los autoglicanos ocurre cuando los patógenos utilizan la maquinaria de glicosilación 
del huésped para decorar su superficie con glicanos huéspedes. Si bien este proceso es utilizado a menudo 
por el virus para enmascararse del sistema inmunológico, puede ocurrir una respuesta que conduzca a 
autoanticuerpos. Un tercer mecanismo para la inducción de anticuerpos contra los autoglicanos ocurre 
con los virus envueltos. Durante la construcción y el ensamblaje de la envoltura viral, las proteínas 
glicocladas del huésped y los glicolípidos del retículo endoplásmico y el Golgi pueden incorporarse a la 
envoltura junto con las proteínas virales. Cuando esto sucede, las respuestas inmunes al virus pueden 
incluir anticuerpos contra los autoantígenos en su superficie. Los anticuerpos contra  los glicanos en 
pacientes infectados por SARS-CoV-2 podrían ocurrir a través de los mecanismos dos y / o tres.  Estudios 
previos han demostrado una extensa glicosilación de la proteína espiga con glicanos ligados a  N y O. 49-54  
Por lo tanto, las respuestas a los glicanos ligados a N podrían ser inducidas por la proteína espiga o por 
glicoproteínas humanas incorporadas a la envoltura.  Las respuestas a los gangliósidos/glicolípidos 
probablemente surgirían a través del tercer mecanismo: el reconocimiento de los glicanos incorporados 
en la envoltura del SARS-CoV-2.   

Los anticuerpos contra los autoglicanos podrían ser clínicamente relevantes por una variedad de 
razones.  Los autoanticuerpos contra los autoglicanos están asociados con una variedad de trastornos 
autoinmunes. 57, 76-78  Por ejemplo, los anticuerpos contra los gangliósidos a menudo están relacionados 
con trastornos neurológicos  como el síndrome de Guillain-Barré (GBS) y el síndrome de Miller Fisher. Los 
gangliósidos se expresan en niveles altos en las células nerviosas, y los anticuerpos contra estos glicanos 
pueden tener una variedad de efectos, incluida la destrucción de la unión neuromuscular de las células 
nerviosas y la ruptura de la barrera hematoencefálica y / o la barrera hematoencefálica. 79, 80  Los 
gangliósidos también desempeñan funciones en la tolerancia inmune, la transducción de señales y la 
adhesión celular, y los anticuerpos contra los gangliósidos también pueden interrumpir estos procesos. 81  
A partir de una perspectiva clínica, los anticuerpos contra GM1, GD1a, GM1b y GalNAc-GD1a están 
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relacionados con la neuropatía axonal motora aguda, y los anticuerpos contra GQ1b, GT1a, GD1b y GD3 
están asociados con variantes craneales, bulbares y sensoriales de GBS. 76, 78, 82 Los anticuerpos contra los 
gangliósidos también se asocian con otras  enfermedades como la enfermedad de Alzheimer, la esclerosis 
múltiple, la diabetes tipo I,  la enfermedad de Crohn, la colitis  y la narcolepsia. 76, 78  Se sabe mucho menos 
sobre los efectos clínicos de los anticuerpos contra los glicanos ligados a N y otros autoglicanos, pero estos 
glicanos están presentes en numerosas células del cuerpo humano y podrían servir como autoantígenos.    

Nuestro estudio tiene varias implicaciones importantes para el tratamiento y la prevención de 
COVID-19. Un tratamiento que recientemente se ha otorgado autorización de uso de emergencia es la 
terapia de plasma convaleciente. 18, 83  Una variante cercana es la inmunoglobulina intravenosa 
hiperinmune anti-coronavirus (hIVIG), que recientemente ha entrado en ensayos clínicos de Fase III. 84  El 
objetivo de estos enfoques es proporcionar a los pacientes con COVID-19 anticuerpos neutralizantes 
contra el virus de pacientes que se han recuperado de la enfermedad. Por lo general, el plasma 
convaleciente solo se examina para detectar un conjunto limitado de características específicas, como 
títulos de anticuerpos neutralizantes y el resultado de otras enfermedades infecciosas. Si bien estas 
características son importantes, nuestros resultados (y los resultados de otros) indican que la detección 
de posibles autoanticuerpos puede ser útil para minimizar las posibles complicaciones. Por ejemplo, uno 
puede querer examinar el plasma para detectar la presencia / ausencia de anticuerpos contra los 
gangliósidos, glicanos ligados a N y otros autoglicanos discutidos anteriormente para garantizar que los 
pacientes que reciben plasma convaleciente no estén siendo infundidos con anticuerpos contra estos 
autoglicanos.   

Además del tratamiento, también existe una necesidad urgente de desarrollar una vacuna segura 
y eficaz contra el SARS-CoV-2. Actualmente, hay numerosas vacunas en desarrollo que utilizan una 
variedad de estrategias para iniciar respuestas inmunes al SARS-CoV-2. Las principales medidas de éxito 
son  la reducción de las tasas de infección y el desarrollo de anticuerpos neutralizantes. Es posible que 
algunas de las vacunas puedan inducir autoanticuerpos en subgrupos de pacientes. Nuestros resultados, 
combinados con los resultados de otros estudios,29-34  indican que las anticuerpos de autoanticuerpos son 
una complicación potencial y que las vacunas deben diseñarse para minimizar la producción potencial de 
autoanticuerpos. Factores como el método de producción y el tipo de vacuna pueden ser críticos. Por 
ejemplo, es probable que el virus vivo atenuado o el virus inactivado aún muestren una compleja variedad 
de autoglicanos para el sistema inmunológico, lo que brinda la oportunidad de generar anticuerpos contra 
los autoglicanos.  Independientemente del tipo de vacuna, la evaluación de la producción de posibles 
autoanticuerpos contra los glicanos, así como  las proteínas, debe ser parte del proceso de evaluación. 

Los resultados de este estudio pueden ayudar a explicar algunos de los síntomas inusuales en 
pacientes con COVID-19, así como proporcionar información para desarrollar y elegir tratamientos. Una 
proporción sustancial de los patéticos de COVID-19 experimentan síntomas neurológicos, como 
disminución del sentido del olfato, dolores de cabeza, dolor muscular y espasmos, así como delirio, 
encefalopatía séptica y accidente cerebrovascular isquémico. 85,  86  Estos  síntomas no parecen ser 
causados por la infección por SARS-CoV-2 en el cerebro, ya que el virus está ausente en la mayoría de las 
muestras de líquido cefalorraquídeo. 31  Una variedad de otros síntomas en pacientes con COVID-19 no se 
explican fácilmente por la infección directa del órgano o las células afectadas. Muchos de los síntomas de 
COVID-19, especialmente los síntomas prolongados en "covid prolongado ", se asemejan  a trastornos 
autoinmunes, y los autoanticuerpos podrían ser mediadores clave de estos síntomas. 31  Además de 
nuestro estudio centrado en los anticuerpos contra los autoglicanos, otros estudios han demostrado 
autoanticuerpos contra una variedad de proteínas en pacientes adultos con síntomas graves de COVID-19 
o síntomas neurológicos. 30, 31  Comprender las funciones potenciales de los autoanticuerpos puede 
conducir a mejores tratamientos. Por ejemplo, el síndrome de Guillain-Barré a menudo se trata con 
inmunoglobulina intravenosa (IGIV).  Los pacientes con COVID-19 con anticuerpos altos contra varios 
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gangliósidos, y posiblemente otros autoglicanos, también podrían beneficiarse de la IGIV. Se necesitarán 
estudios adicionales para evaluar esta hipótesis.  

Nuestro estudio ilustra aún más cómo los síntomas del paciente y las respuestas inmunes a la 
infección por SARS-CoV-2 pueden variar ampliamente. Mientras que algunos pacientes tienen 
complicaciones neurológicas y otros síntomas asociados con los autoanticuerpos, otros tienen síntomas 
mucho más leves. En nuestro estudio, los síntomas de los pacientes eran desconocidos, pero algunos 
pacientes tenían respuestas amplias a los autoglicanos, mientras que otros no tenían ninguno.  Por 
ejemplo, cinco de los pacientes con COVID-19 representaron más de la mitad de todas las señales 
inusualmente altas de anticuerpos contra los autoglicanos. Este resultado es consistente con un modelo 
en el que la tolerancia se rompe en ciertos pacientes, lo que lleva a la producción generalizada de 
autoanticuerpos a una variedad de autoantígenos.  

Más allá de los autoglicanos, observamos diferencias sustanciales entre los pacientes con COVID-
19 y los sujetos de control para una variedad de otros glicanos, incluidos Lewis C / Sialyl Lewis C, ramnosa, 
el antígeno de Forssman y un glicopéptido con galactosa  αvinculado a un residuode serina.  Todavía no 
está claro por qué habría diferencias en los anticuerpos contra estos glicanos. Las infecciones secundarias 
son una posibilidad, pero se estudiarán más estudios para comprender mejor la base de estas diferencias. 

Cabe mencionar varias limitaciones de este estudio. Primero, nuestro microradiografia de glicanos 
solo contiene una pequeña porción de los glicanos que se encuentran en el glicoma humano. Por lo tanto, 
puede haber otras poblaciones importantes de anticuerpos antiglicanos que no se detectaron. En segundo 
lugar, nuestro estudio incluyó una cohorte relativamente pequeña de 40 pacientes con COVID-19 y 20 
controles sanos.  En otros trabajos, hemos perfilado anticuerpos anti-glicanos séricos en cientos de sujetos 
sanos, por lo que nuestra base de repertorios de anticuerpos normales se basa en una experiencia 
considerable. 56,  87  En  contraste, estos son los primeros 40 pacientes con COVID-19 que hemos evaluado, 
y las pruebas adicionales serán útiles para investigar más a fondo los hallazgos de este estudio.  No se 
disponía de información sobre los síntomas y el resultado de los pacientes. En consecuencia, se 
necesitarán estudios de seguimiento para evaluar las posibles correlaciones entre los síntomas y los 
repertorios de anticuerpos antiglicanos.  Actualmente se están realizando estudios adicionales para 
abordar estas limitaciones. 

Por último, nuestro estudio destaca la importancia de estudiar las respuestas inmunes a los 
carbohidratos. Los glicanos son una de las principales familias de antígenos que se encuentran en el SARS-
CoV-2 y otros virus, pero las respuestas a estos antígenos a menudo son difíciles de estudiar.  Al perfilar 
los anticuerpos séricos con un microradiografia de antígenos de carbohidratos grandes y diversos, 
pudimos identificar rápidamente anticuerpos anormalmente altos contra una variedad de autoglicanos.  
Estos resultados proporcionan una nueva visión de la respuesta inmune a SARS-CoV-2 e ilustran la 
importancia de estudiar anticuerpos para alojar antígenos además de antígenos virales.  Los resultados 
también destacan los factores / preocupaciones clave para el desarrollo de vacunas y tratamientos para 
COVID-19 y proporcionan una comprensión más completa de  los riesgos asociados con la infección por 
SARS-CoV-2, que es fundamental para tomar decisiones de salud informadas.   
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Materiales y métodos 

  

Muestras de suero  

Disponibles públicamente,se compraron muestras de suero no identificadas de 40 personas con 
infecciones por SARS-CoV-2 y 10 donantes sanos de RayBiotech, Inc. (Peachtree Corners, GA). Estas 
muestras se recolectaron in situ en múltiples ubicaciones de RayBiotech dentro de los Estados Unidos. 
Todos los pacientesque se indicaron infectados con SARS-CoV-2 fueron sintomáticos. Se obtuvieron diez 
muestras adicionales de suero de donantes sanos de Valley Biomedical Products and Services (Winchester, 
VA). Todas las muestras no COVID-19 se recogieron antes de la pandemia de SARS-CoV-2. Among las 
muestras COVID-19 positivas, 10 fueron IgM positivas, 10 fueron  
IgG positivo y 20 no se especificaron como IgM o IgG positivos. El suero de referencia se agcerró a partir 
de 10 muestras compradas en Valley Biomedical Products and Services. Las muestras se almacenaron a -
70 °C  antes de su uso. 

  

Fabricación y ensayo de microarrays  

Los microarrays de glicanos se fabricaron como se describió anteriormente. 88, 89 El microarray 
contenía 816 componentes de matriz e incluía una variedad de glicanos humanos(glicanos ligados a 
N,glicanos ligados a O y porciones de glicolípidos de glicolípidos), glicanos no humanos, glicopéptidos y 
glicoproteínas. Cada componente de la matriz se imprimió por duplicado para producir una matriz 
completa, y se imprimieron 8 copias de la matriz completa en cada diapositiva. Antes de cada 
experiencia,cada diapositiva demicroarray se escaneaba en un escáner de fluorescencia InnoScan 1100 AL 
para verificar si había defectos y puntos de impresión faltantes. Las correderas fueron equipadas con un 
módulo de 8 pozos 
(Sigma-Aldrich) para permitir 8 ensayos independientes en cada diapositiva. En el ensayo, losarra ys se 
bloquearon con BSA al 3% en el tampón PBS (400 μL/pozo) durante la noche a 4 °C, luego se lavaron seis 
veces con tampón PBST (PBS con 0,05% v/v Tween 20). Se agregaron muestras de suero diluidas a 1:50 en 
BSA al 3% y HSA al 1% en PBST en cada diapositiva  
(100 μL/pozo). Para minimize variaciones técnicas, todas las muestras se ensayaron por duplicado en 
diapositivas separadas.  
Después de la agitación a 100 rpm durante 4 horas a 37 °C, los portaobjetos se lavaron seis veces con PBST 
(200 μL/polo). Los anticuerpos séricos unidos se detectaron incubando con Cy3anti-IgG humana y DyLight 
647 IgM antihumana (Jackson ImmunoResearch) a 3 μg/mL en tampón PBS con 3% de BSA y 1% de HSA 
(100 μL/pozo) bajo agitación a 37 °C durante 2 horas. Las diapositivas se cubrieron con papel de aluminio 
para evitar el fotobleaching. Después del lavado con PBST eight veces (200 μL/pozo), las diapositivas se 
retiraron de los módulos y se remojaron en PBST durante 5 min antes de secarse por centrifugación a 
1000 rpm (112 ×  g)durante10 minutos. Las diapositivas se escanearon con un InnoScan 1100 AL (Innopsys) 
a una resolución de 5 μm. Losajustes deltubo fotomultiplicador (PMT) fueron los mismos para todos los 
experimentos para limitar la variación involuntaria de la señal. Las diapositivas se escanearon en 
Ajustes de PMT "alto" y "bajo" (para el láser de 532 nm, alto pmt = 5 y bajo = 1; para el láser de 635 nm, 
alto = 25 y bajo = 9) para aumentar el rango dinámico y los componentes adecuadamente saturados de 
escala.  La intensidad de fluorescencia de cada punto de la matriz se cuantificó con el software GenePix 
Pro 7  (Molecular Devices). Cualquier característica marcada como faltante o defectuosa en el preescaneo 
se  excluyó de un análisis posterior. Se utilizó la mediana corregida de fondo local para el análisis de los 
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datos, y las manchas con intensidad inferior a 150 RFU (1/2 del fondo típico de IgM) se establecieron en 
150. Las señales para los puntos de réplica en pozos duplicados se promediaron  y se transformaron en 
logarítmos (base 2) para futuros análisis. Los datos completos de microarrays se pueden encontrar en el 
archivo de Excel compatible.  
  

Ensayo ELISA  

La proteína de subunidad S1 del SARS-CoV-2 (RBD) recombinante (Raybiotech, Inc.), la proteína 
de subunidad S1 recombinante del SARS-CoV-2 (longitud completa)(RayBiotech, Inc.) o la proteína de 
subunidad recombinante del SARS-CoV-2 S2 (longitud completa) (RayBiotech, Inc.) se enchaparon a 5 
μg/ml en tampón PBS, pH 7.4 en los pozos deseados de unaplaca ELISA transparente y de fondo plano de 
96 pozos(ThermoFisher Scientific, Nunc MaxiSorp™). Lasplacas se cubrieron con una lámina adhesiva y se 
almacenaron a 4 ° C durante la noche. Las placas se vaciaron y lavaron cuatro veces con tampón PBS (200 
μL/pozo). Las placas se bloquearon con BSA al 3% en tampón PBS (100 μL/pozo) durante 2 horas a 
temperatura ambiente. La placas se lavó cuatro veces con tampón PBS (200 μL/pozo). Cada una de las 
existencias de anticuerpos (PGT121, PGT126, PGT128, NIH AIDS Reagent Program) se diluyó a 100 μg/ml 
diluido 5 veces en BSA al 1% en tampón PBS. Se añadieron soluciones de anticuerpos a la placa (50 μL/polo)  
y se incubaron a 37°C durante 2 horas con agitación suave. Las placas se vaciaron y lavaron seis veces con 
tampón PBS (200 μL/pozo). Una solución de afinidad peroxidasa cabra pura anti-humana IgG (dilución 
1:2500, JacksonImmuno) en BSA al 1% en tampón PBS se added a cada pozo (50 μL/pozo) y se incubó a 
37°C durante 2 horas con agitación suave. Las placas se vaciaron y lavaron seis veces con tampón PBS (200 
μL/pozo). Después de lavar las placas, se agregó sustrato TMB ELISA (50 μL/pozo, alta sensibilidad, abCam)  
a cada pomo y se dejó reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos antes de agregar una solución 
de parada (50 μL/pozo, 2M H2SO4) a cada pozo. La absorbancia a 450 nm se leyó utilizando una BioTek 
Biosynergy 2.  
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